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（テロシンホスフアターゼlB（PTPIB）はインスリン受容体の細胞内へのイン
ターナリゼイションを要せずインスリン受容体と結合し、インスリン情報伝
達を負に調節する）
［背景と目的］近年チロシン残基の脱リン酸化を触媒するチロシンホスフアタ
ーゼの括性元進とインスリン抵抗性の連関が報告されている。インスリン情報
伝達においてシグナル蛋白のリン酸化と細胞内局在の変化が重要であると考え
られる。最近、血小板由来成長因子（P】〕G田の受容体が細胞内へインターナリ
ゼイションして、小胞体に局在するチロシンホスフアターゼ1】3（PTPIB）に
より、脱リン酸化されることが報告された。しかし、インスリン情報伝達にお
いて、PTPIBによりインスリン受容体がどのように脱リン酸化されるかにつ
いては、十分解明されていない。そこでインスリン受容体のPTPIBによる脱
リン酸化の分子機構を明らかにするために、以下の実験を行った。
［方法］1）アデノウイルスを用いてインスリン標的臓器のモデルである
3T3・Ll脂肪細胞にホスフアターゼ活性欠失変異体PTPIB（PTPl】iC侶）を過
剰発現させ、PDG甘・とインスリン情報伝達における各受容体とPTPIBC侶の
結合由time courseについて免疫沈降法にて検討した。・2）受容体の細胞内
へのインターナリゼイシヨンの抑制剤であるDansykadaYedne（DC）がインス
リン受容体の細胞内へのインターナリゼイションを遮断するか否か、さらに
DCの各受容体とPTPIBC侶の結合に対する影響を検討した。3）アデノウイ
ルスを用いて野生型PTPIBを過剰発現させ、PTPIBによるインスリン受容体
の脱リン酸化におけるDC前辟直の影響をウエスタンプロット（WB）法で検討
した。4）アデノウイルスを用いて野生型（WT）及びC末端欠失細胞質型
（delta・CT）pTPIBを過剰発現させ、その発現量をWB法で、細胞内局在を
膜分画法と免疫蛍光染色法にて、活性をリン酸パラニトロフェニルを基質とし
て測定した。5）インスリン情報伝達系への影響を調べるた臥　インスリン受
容体、IRS・1のリン酸化についてリン酸化抗体を用いたWB法で検討した。
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6）　3T3・Ll脂肪細胞においてインスリンの糖取り込み促進作用を
2－deoKyglucoSeを用いて測定した。
［結果］1）アデノウイルスを用いて3T3－Ll脂肪細胞に蛋白レベルで約8倍
のPTPIBC侶の発現増加を確認した。インスリン刺激によるPTPIBとインス
リン受容体の結合は5分でピークになり、PDGF刺激下ではPTPIBとPDG甘
受容体の結合のピーク時間は30分であった。2）DCは3T3－Ll脂肪細胞にお
いてイキスリン受容体の細胞内へのインターナリゼイションを80％遮断し、さ
らにインスリン受容体の細胞内へのインターナリゼイションを要するShc蛋白
のリン酸化を抑制した。DC前貯置によりPDGF受容体とPTPIBの備合は抑
制されたが、インスリン受容体との結合は影響されなかった。3）DC前卵置
はPTPIBによるインスリン受容体の脱リン酸化には影響しなかった。4）膜
分画法と免疫蛍光染色法にてWTが主に小胞体に、delta・CTが細胞質に局在す
ることを確認し、さらにインスリン刺激によりWT、delt乱・C℡蛋白の一部分が
細胞膜へ移行することを認めた。5）delta・CTはWTに比しその括性がより高
かったものの、インスリン情報伝達においてdeはa・CTはWTと同程度にイン
スリン刺激による受容体及びIRS・1のリン酸化を約50％抑制した。6）wT、
delta・CT過剰発現は対照に比べて糖取り込みを同程度に抑制した。
［考察］pDG甘受容体とPTPIBの結合のピーク時間はインスリン受容体の場
合と違うことより、PTPIBによるインスリン受容体の脱リン酸化の分子機構
がPDGF受容体と異なる可能性が示唆された。細胞質内へのインターナリゼイ
ションを抑制しても、インスリン受容体とPTPIBの儲合は抑制されないこ
と、さらに、細胞内周在変異型PTPIBは野生型PTPIBと同程度にインスリ
ン受容体を脱リン酸化し、インスリン情報伝達を抑制することより、PTPIB
は小胞体表面や細胞質内ではなく、細胞膜でインスリン受容体と結合し、イン
スリン情報伝達を負に調節していると考えられた。
［結論］PTPIBはインスリン受容体の細胞内へのインターナリゼイションを
要せず、インスリン刺激により細胞膜に移行し、インスリン受容体と結合し、
インスリン情報伝達を負に調節することが示唆された。
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インスリン抵抗性発症の分子機構の一つとして、チロシン残基の脱リン酸化
を触媒するチロシンホスフアターゼの活性元進が考えられている。本研究は、
3T3・Ll脂肪細胞を用いて、血小板由来成長因子（PDGF）及びインスリン情報
伝達系における各受容体とチロシンホスフアターゼ1B（PTPIB）の結合のtime
courseを検討し、更に受容体の細胞内へのインターナリゼイションの遮断がそ
の結合へどのように影響するか、またC末端欠矢による細胞質局在変異型
PTPIBのインスリンシグナル伝達への影響とその分子機構について検討したも
のである。
その結果、脂肪細胞においてはインスリン受容体とPTPIBの結合はPDGF
受容体と異なり、必ずしも受容体のインターナリゼイションが必要ではないこ
と、PTPIBの細胞膜近傍への移行がPTPIBによるインスリン情報伝達の抑制
作用に重要であることが明らかになった。
このように本論文は脂肪細胞におけるPTPIBによるインスリン受容体の脱
リン酸化の分子機構を解明したものであり、博士（医学）の学位論文に値する
ものと認める。
（平成ゲ年⊥月計日）
